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研究成果の概要（和文）：活性汚泥への直接オゾン適用には、近年注目されている薬剤耐性リスク(薬剤耐性菌
(ARB)、薬剤耐性遺伝子(ARGs))削減にも効果が期待される。とりわけ、嫌気性消化プロセスを組み込む場合に
は、メタン発酵の促進と併せて、嫌気性条件による薬剤耐性リスク削減との相乗効果も期待できる。本研究で
は、オゾン添加による薬剤耐性リスク削減効果の定量化を行った。その結果、オゾン処理の設計・操作因子とし
ては、単位固形物量当たりのオゾン消費量が重要であること、50から70 mgO3/gTSのオゾン消費量で、大腸菌(非
選択性と薬剤耐性双方)は全て定量限界以下まで不活化できることなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The direct application of ozone to activated sludge is expected to be 
effective in reducing the risk of Antibiotic resistance (Antibiotic-resistant bacteria (ARBs) and 
Antibiotic-resistance genes (ARGs)), which have attracted attention in recent years. In particular, 
when an anaerobic digestion process is incorporated, a synergistic effect with the reduction of 
Antibiotic resistance risk due to anaerobic conditions can be expected in addition to the promotion 
of methane fermentation. In this study, we quantified the effect of ozone addition on Antibiotic 
resistance risk reduction. The results showed that ozone consumption per unit solid volume is an 
important design and operating parameter for ozone treatment, and that E. coli (both nonselective 
and Antibiotic-resistant) can be inactivated to below the quantification limit at ozone consumption 
levels of 50 to 70 mgO3/gTS.

研究分野： 環境工学、水環境工学、汚水処理

キーワード： 薬剤耐性菌　薬剤耐性遺伝子　オゾン　オゾン添加活性汚泥法　嫌気性消化　メタン発酵

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤耐性による健康リスクは、抗生物質の使用増大とともに高まり、その対応が希求されている。しかし、生活
排水由来のリスク、畜産排泄物やそれを原料とした肥料等を通じてのリスクが指摘されている。現在の主流であ
る生物学的処理法では、薬剤耐性遺伝子の水平伝播による耐性菌増加の可能性もあり、本リスク低減には限界も
ある。一方で、オゾン処理は代表的な物理化学的処理法であり、生物処理との併用で、種々の相乗効果が見込ま
れる。本研究により、薬剤耐性リスク削減にもオゾン処理は効果があることがわかり、生物処理と併せたシステ
ム構築や必要な操作条件を明らかにした。関連リスク低減手法のひとつとして、その有効性を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１(共通) 
 
 
１．研究開始当初の背景 
抗菌薬は、病院や畜産業、水産業で多用され、結果として抗菌薬耐性菌(ARB)の出現を誘発し

ている。2050 年代には毎年 1000 万人が抗菌薬耐性感染症で死亡するとの予測もあり、その対
策は喫緊の課題である。とりわけ畜産業では、家畜糞尿は肥料として農地に散布されるが、適切
な処理がなされないと、薬剤耐性菌が環境中や農作物に残存し、生態系や人へのバイオリスクを
著しく高めることになる。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、従来より廃水処理システム安定化や汚泥減容、バイオガス発生促進効果等

の利点があるとして開発されてきたオゾンの活性汚泥への直接添加法(オゾン添加活性汚泥法)
を、その利点を活かしつつ同時に残存抗菌薬除去・薬剤耐性菌(ARB)および耐性遺伝子(ARG)の
低減にも活用する、新規発想のバイオリスク低減型畜産廃棄物(家畜糞尿・廃水)プロセスとして
活用することとし、その機序を明らかにするとともに、鍵となる設計操作因子の探索とその適切
な範囲を示すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
3.1 実験装置 
実施した実験例として、ラボスケールにおける実験について示す。オゾン処理は、半回分式反

応器を使用し、2 L の反応器に下水汚泥を投入し、オゾンガスを連続的に注入し反応させる。反
応後、オゾンは二相分離器に通し、流出する可能性のある汚泥とオゾンを分離した後、ガスにつ
いてはオゾンの濃度を測定しオゾン分解器へ導入した。本研究では、オゾンの流入濃度と流量を
それぞれ 15 mg/L、1 L/min に設定した。また、式(1)を用いてオゾンの総消費量を算出した。オ
ゾン処理実験では、1 から 6 時間の範囲でオゾンを注入処理した。オゾンと嫌気性消化を組み合
わせた処理では、オゾンの処理時間は 1 から 3 時間に設定し、所定の時間ごとにサンプルを採取
し、後続の分析に用いた。 
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 ここで、M (mg/L) はオゾン総消費量を表し、T (min) はオゾン反応時間を意味する。Cinと Cout

は、本研究における流入および流出のオゾン濃度(mg/L-gas) を表す。Q (L-gas/min) はオゾンの
ガス流量を、V は汚泥の体積(L)を指す。オゾン消費量 (mg O3/gTS) は、総消費量を汚泥の総固
形物濃度(mg/L-TS) で割ることにより算出した。嫌気性消化には AMPTSII Light (BPC Instruments, 
Sweden) を用いた。条件として、種汚泥と下水汚泥(未処理とオゾン処理済み) を体積比 1:3 で混
合(総体積は 900mL)した後、37 ℃の環境で 30 日間の嫌気性消化を行った。さらに、嫌気性消化
には半連続式の反応器を使用し、6 日ごとに 180 mL の下水汚泥を取り出し、新しい下水汚泥を
注入して、汚泥の固形物滞留時間(SRT)を 30 日に設定した。 
3.2 分析方法 
大腸菌の測定と ARGs の定量について、以下に示す。まず、大腸菌については、非選択性大腸

菌と薬剤耐性大腸菌を測定した。1 mL の汚泥を 12 mL の XM-G 寒天培地と混合し、37 ℃で 18-
22 時間培養した後、30 CFU から 300 CFU の範囲の各シャーレからサンプルを選定して計数し
た。薬剤耐性大腸菌の測定では、XM-G 寒天培地に CLSI が定めた MIC (Minimum Inhibitory 
concentration)濃度の抗生物質を事前に加える点が異なる。ARGs 及び遺伝子の測定には、FastDNA 
SPIN Kit for Soil で DNA 抽出し、Thermal Cycler Dice® Real Time System III (TaKaRa Bio) を使用
して、定量 PCR (qPCR)で汚泥中に含まれる遺伝子の濃度 (copies/gTS) を定量した。 
 
４．研究成果 
 図 1 に、オゾン処理時間と大腸菌、薬剤耐性遺伝子、及び 16S rRNA の対数除去率の関連を示
す。オゾン処理を 2 時間行った際(消費量：20 から 30 mg O3/gTS)では大腸菌の除去率が 1-log に
達し、処理時間を 4 時間に延長(消費量は 50 から 70 mg O3/gTS)すると、除去率が 2-log に達し
た。オゾン消費量が 70 mg O3/gTS を超えると、大腸菌(非選択性と薬剤耐性遺)の濃度は定量限界
以下まで低下し、対数除去率は 1.81 から 3.65-log に達した。処理時間が 4 時間を超えると、sul1、
sul2、tetA、ampC の対数除去率はそれぞれ 0.86-1.34、0.61-1.29、0.81-1.05、0.35-0.94 log になり、
処理時間が 6 時間になると、これらの ARGs の対数除去率はそれぞれ 2.05-2.29、1.68-2.41、1.26-
1.92、0.72-1.62 log に達した。本研究において、汚泥中の ARGs を対数除去率 1 以上にするため
には、オゾン消費量が 50 から 70 mgO3/gTS が必要であり、1.5 から 2-log 以上に増加させるには、
95 mgO3/gTS 以上のオゾン消費が必要であることが示された。大腸菌および抗生物質耐性大腸菌
の結果と比較すると、同じオゾン消費量での細菌の除去率が ARGs の除去率よりも高くなる傾
向が確認された。これは、オゾンが最初に細胞膜を損傷させて細菌の感染力を奪い、その後で細
胞内の耐性遺伝子が分解されるためと考えられた。 



 図 2 は、異なる処理方法による大腸菌の対数除去率(低[9 ± 2 mgO3/gTS]、中[14 ± 1 mgO3/gTS]、
高[21 ± 2 mgO3/gTS]のオゾン消費量による単独処理、嫌気性消化 (AD)、及びそれらの組み合わ
せ処理)を示している。嫌気性消化のみでは、対数除去率が約 1.88 に達することが観察された。
一方、オゾン前処理を行った、低消費量＋嫌気性
消化、中消費量＋嫌気性消化、高消費量＋嫌気性
消化の組み合わせケースにおいては、それぞれ
3.05 と 2.69 の対数除去率が得られた。しかし、
有機性廃棄物の堆肥化のための微生物基準に照
らし合わせると、大腸菌の対数除去率が 2 を超
える必要があるため、嫌気性消化のみでは、汚泥
を農業堆肥として再利用するには不十分である
ことを示している。 
 図 3 は、異なるオゾン消費量による嫌気性消
化日数別の sul1 と sul2 の濃度を示した。sul1 は
オゾン処理を増加させると減少する傾向が明ら
かになり、オゾン消費量に応じて増加し、それぞ
れ約 0.05、0.37、0.46 の対数除去率が得られた。
sul1 の最も顕著な減少は、嫌気性消化過程の最初
の 6 日間に発生し、7.7 倍、9.5 倍、5.9 倍、6.7 倍
に減少し、この期間に主に除去されることが示
唆された。除去率を比較すると、単独の嫌気性消
化過程では対数除去率が 0.9 に達したが、オゾン
前処理を施した汚泥では、オゾン消費量に基づ
いて対数除去率が 1.19、1.45、1.48 に達し、より
多くのオゾンを添加するほど sul1 遺伝子の除去
が強化され、約 21 mgO3/gTS のオゾン処理によ
り、対数除去率を約 0.57 増加させることを示し
ている。sul2 において、前処理段階で遺伝子濃度
の減少傾向が観察され、0.1 および 0.6 の対数除
去率が達成された。しかし、18 日後に sul2 遺伝
子の存在量が増加し始めることが判明した。同
様の現象は、これは他の研究でも報告されてお
り、Wu らは、二段階嫌気性消化過程のメタン生
成段階中に sul2 遺伝子の存在量が増加すること
を報告している。一方、オゾン処理したサンプル
では 30 日後に 0.10、0.77、および 0.63 の対数除
去率の減少が見られ、オゾン前処理を行うこと
で、嫌気性消化反応を継続する際の薬剤耐性遺伝
子増加抑制効果があることが示された。 
 以上は、本研究での主要な成果の一部である
が、まとめると以下のようになる。 
1)オゾン処理の設計・操作因子としては、単位固
形物量当たりのオゾン消費量が重要である。ま
た、都市下水処理施設の活性汚泥を用いた実験で
は、50 から 70 mgO3/gTS のオゾン消費量で、大
腸菌(非選択性と薬剤耐性双方)は全て定量限界
以下まで不活化できる。一方で、ARGs の対数除
去率を 1 以上にするには、オゾン消費量を少なく
とも 50 から 70 mgO3/gTS 以上にする必要があ
り、対数除去率を 1.5 から 2 に増やすためには、
オゾン消費量を 95 mgO3/gTS 以上にする必要が
ある。 
2) 単独の嫌気性消化処理では、大腸菌を定量限
界以下まで減少させることができず(2 を超えな
い) 、肥料としての再利用において大腸菌の除去
も不十分である。一方、オゾン前処理は初期の薬
剤耐性遺伝子濃度に対して処理後の増加を防ぎ、
オゾン消費量が増加すると除去率も向上し、オゾ
ン消費量は 14±1 mgO3/gTS 以上の消費で sul1 お
よび sul2 の除去率を向上させうる。 
オゾン添加により、活性汚泥は可溶化し、その後の嫌気性消化では、発酵効率(単位汚泥当た

りのメタン発生量)が高くなることが示されており、オゾン添加のためのエネルギーは必要にな
るが、適用システムによるエネルギー回収とバイオリスク削減が見込まれ、ARB や ARG の制御
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図 3 異なるオゾン消費量による嫌気性消化
日数別の sul1(上)と sul2(下) の遺伝子濃度 
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子及び 16S rRNA の対数除去率の関係 



がより希求されていくであろう状況に対応できるシステムとして、オゾン添加活性汚泥法が位
置づけられると考えられる。 
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家畜ふん尿処理利用・処理過程における抗生物質および抗生物質耐性菌に関わる研究動向

オゾン可溶化処理による余剰汚泥中の薬剤耐性菌及び薬剤耐性遺伝子の除去効果の評価

余剰汚泥のオゾン可溶化処理による薬剤耐性菌及び薬剤耐性遺伝子の除去と嫌気性消化への影響

活性汚泥の直接オゾン処理による薬剤耐性大腸菌および薬剤耐性遺伝子の除去効果に関する研究
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オゾンを用いた余剰汚泥の可溶化処理による薬剤耐性の除去と嫌気性消化への影響

Removal of Antibiotic Resistant Bacteria and Antibiotic Resistance Genes as well as effects on microbial community and
anaerobic digestion by ozone-based disintegration of excess sludge
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